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Abstract
　　　Dendritic　cells　（DCs）　are　antigen　presenting　cells　linking　innate　immunity　and　acquired　immunity　and
critically　involved　in　shaping　the　immune　responses　against　various　pathogens　or　allergens．　DCs　are　composed
of　various　subsets　and　the　DC　activation　pattern　depends　not　only　on　the　stimuli　but　also　on　their　subsets．
Various　subsets　of　DCs　can　be　generated　in　vitro　by　culturing　the　mouse　bone　marrow　（BM）　cells　in　the　presence
of　Flt3L　and　it　was　recently　reported　that　these　subsets　correspond　to　the　splenic　DC　subsets．　ln　this　study，　three
in　vitro　DC　subsets　were　isolated　with　FACS　soiting　and　their　gene　expression　profiles　were　analyzed　through
DNA　microarray　analysis．　We　were　able　to　identify　a　group　of　genes　that　are　expressed　in　a　subset－specific
manner．
Introduction
　　Mouse　splenic　dendritic　cells　（DCs）　express　CDIIc
and　CD　I　I　c’　cells　can　be　classified　into　at　least　three
subsetsi）．　According　to　the　lymphocyte　marker　B220，
DCs　can　be　separated　into　two　subsets，　CD　I　l　c’B220“
and　CDIlc’B220N　cells，　which　are　known　alternatively
as　plasmacytoid　DCs　（PDC）　and　conventional　DCs
（cDC），　respectively．　Furthermore，　the　cDC　can　be
classified　into　two　subsets　according　to　the　expression　of
CD8a．　Thus　the　murine　splenic　DC　can　be　divided
into　three　subsets，　CD　I　lc’B220’，　CDIlc’B220－CD8a’
and　CDllc＋B220－CD8α一．
　　The　PDC　was　originally　identified　by　the　similarity　of
its　morphology　to　that　of　plasma　cells　in　the　human
tonsi12）．　The　PDC　was　later　found　to　produce　type　I
IFN　in　response　to　viral　infections3）．　The　PDC　senses
virus－derived　components，　single　stranded　RNA
（ssRNA）　and　CpG　DNA，　through　the　pattern　recogni－
tion　receptors，　Toll－like　receptor　（TLR）7　and　TLR9，
respectively4－6）．　Signals　mediated　by　these　TLRs　can
induce　the　production　of　vast　amounts　oftype　I　IFNs　by
the　PDC，　a　feature　unique　to　this　type　of　DC．
　　CD8ev’DC　is　characterized　by　its　ability　to　ingest
apoptotic　cells，　which　are　often　detected　in　viral　infec－
tions7）8）．　By　ingesting　apoptotic　cells，　the　DC　can
process　virus－derived　Ags　from　infected　cells　and　present
them　to the　T　cells　even　if　the　DC　itself　is　not　infected
by　pathogens．　Th s　ability，　known　as　cross－priming，　is
important　to　the　host　for　establishing　immune　responses
agalnst　vlruses．
　 The　CD8a－DC　is distinct　from　the　PDC　and　the
CD8a’DC，　although　the　functions　specific　to　CD8cr－
DC　have　not　as　yet　been　clearly　characterized．
　　Human　DC　is　di冊cult　to　obtain　and　there　are　no
reports　on　c oss－priming　activity　in　humans．　However，
PDC　exists　both　in　humans　and　mice9）．　Furthermore，
as　in　mice，　the　human　PDC　expresses　TLR7　and　TLRg
and　can secrete　type　1　IFNs　in　response　to　TLR7／9
日号onists．　Th refore，　understanding　the　murine　DC
system　should　contribute　to　clarification　of　human　DC
biology．　ln　this　study，　we　have　analyzed　the　gene
expression　pattern　of　murine　DC　subsets　through　DNA
microarray　analysis．
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Materials　and　Methods
　　Mice
　　C57BL／6J　mice　at　7－12　weeks　of　age　were　purchased
from　CLEA　Japan　and　bred　under　specific　pathogen－
free　conditions．
　　Cells　and　cell　culture
　　BM　DCs　were　prepared　as　described’O）．　Briefly，　BM
cells　（5　×　106／ml）　were　cultured　in　RPMI　1，640　medium
supplemented　with　10％　FCS　（Hyclone，　UT，　USA），　100
ng／ml　human　Flt3－Ligand　（Peprotech，　London，　Eng－
land），　penicillin／streptomycin　and　2－mercaptoethanol．
Loosely　adherent　cells　were　harvested　as　Flt3LBMDC　at
day　7－8．
　　Flow　cytometry
　　Flt3LBM　DCs　from　15－20　mice　were　first　incubated
with　anti－CD16／32　to　minimize　non－specific　binding．
The　cells　were　further　stained　with　biotinylated　CDIlc，
followed　by　staining　with　fluorescein－isothiocianate
（FITC）一conjugated　CD24，　phycoerythrin（PE）一
conjugated　CDIIb，　phycoerythrin－cyanine－7（PE－Cy7）一
conjugated　avidin　and　allophycocyanin（APC）一
conjugated　B220．　Flow　cytometric　analysis　and　sorting
were　performed　using　a　FACS　VantageSE　analyzer　（BD
Bioscience，　San　Jose，　CA）．
　　RNA　extraction　and　synthesis　of　labeled　cRNA
　　probe
　　Total　cellular　RNAs　were　extracted　from　sorted　DC
subsets　with　the　use　of　the　RNeasy　Mini　Kit　（Qiagen
Sciences，　Germantown，　MD，　USA）　according　to　the
manufacture’s　instructions．　Six　pt　g　ofRNAs　per　sample
were　treated　by　DNase．　After　phenol－chloroform
extraction，　DNA－free　RNAs　were　reverse－transcribed　to
first　strand　cDNA　by　SuperScript　II　reverse　transcriptase
（lnvitrogen　Carlsbad，　CA，　USA）．　As　a　primer，　T7一
（dT），，　（5’一GGCCAGTGAATTGTAATACGACTC－
ACTATAGGGAGGCGG一（dT）24－3’）　was　used．
Then　second　strand　cDNA　was　synthesized．
　　The　double－stranded　cDNA　was　further　used　for
cRNA　synthesis　with　T7　RNA　polymerase．　Tran－
scribed　cRNA　was　fragmented　to　sizes　ranging　from
approximately　35　to　200　base　pairs．
　　Microarray　analysis
　　Labeled　cRNA　probes　were　hybridized　to　the
Affymetrix　MOE430A　microarray　by　rotation　at　60　rpm
for　16h　at　450C　in　the　Hybridization　Oven　640
（Affymetrix，　Santa　Clara，　CA，　USA）．　After　hybridiza－
tion，　the　microarrays　were　washed　and　stained　with　the
Affymetrix　Fluidics　Station　450　（Affymetrix）　according
to　the　instructions　in　the　manual．　ln　brief，　after　wash－
ing　with　a　stringent　wash　buffer，　the　microarrays　were
stained　with　streptavidin－phycoerythrin　（SAPE）　（final
concentration，　10pt　g／ml；Molecular　Probes，　Eugene，
OR，　USA）　for　10　min　at　250C；　after　washing，　a　second
staining　was　performed　with　a　buffer　containing
biotinylated　anti－streptavidin　Ab　（final　concentration，　3
pt　g／ml；　Vector　Laboratories，　Burlingame，　CA，　USA；
10min， 250C）．　Subsequently，　the　microarrays　were
restained with　SAPE　（10　min，　250C），　washed　again　with
a　non－stringent　wash　buffer　and　scanned　with　the
Affymetrix　GeneChip　Scanner　3000（Affymetrix）．
Data　ana sis　was　performed　with　GeneSpring　GX
software （Ag lent　Technologies，　lnc．　Palo　Alto，　CA，
USA）．
　　Reverse　Transcription　PCR
　　Total　RNAs　were　reverse－transcribed　to　synthesize
cDNA with　SuperScript　II　reverse　transcriptase
（lnvitrogen）　according　to　the　manufacturer’s　protocols．
The　cDNA　was　then　used　in　PCR　analysis　with　rTaq
DNA　polymerase　and　Takara　Thermal　Cycler　480　（Ta－
kara，　Japan）．　The　primers　used　are　shown　in　Table　1．
Amplif cation　was　begun　at　940C　for　30　sec　and　followed
by　30　cycles　（each　cycle　being　940C　for　30　sec，　600C　for
lmin，740C　for　l　min）．　Final　extension　was　performed
at　740C　for　10　min．
Results　and　Discussion
　　iimalysis　and　sorting　of　murine　DC　subsets
　Flt3LBM　DCs　were　generated　by　culturing　BM　cells
in　the　presence　of　Flt3L　for　7－8　days．　Flt3LBMDCs
were analyzed　for　expression　of　CD　l　l　c，　B220，　CD24　and
CDIlb．　CDIlc’B220’cells，　namely　PDC，　correspond－
ed　to　23．4％of　the　total　CDIlc＋cells（Fig．1）．　CDIlc＋
B220”　cells　corres onded　to　61％　of　the　CDIlc’　cells　and
were　furt er　analyzed　for　their　CD24　and　CDllb　expres－
sion．　CD　I　lc’B220r　cells　contained　two　major　subsets，
CD24highCD　I　IbiOW　and　CD24iOWCDIIbh‘ghcells　（here－
afte ，　called　CD24high　DC　and　CDllbh‘gh　DC，　respective－
ly）．　CD24h‘gh　and　CDIlbhigh　DC　comprised　20．7％　and
31．6％　of　the　total　CDIIc’　cell　count，　respectively．
CD24highDC　is　equivalent　to　splenic　CD8a’　DCii），
although CD24highDC　does　not　show　any　expression　of
CD8ev．　Three　DC　subsets，　namely，　B220＋，　CD24h‘gh
and　CDIlbh‘gh，　were　separated　by　FACS　sorting．
　　Microarray　analysis
　　Total　RNAs　were　prepared　from　DC　subsets　and
subjected　 DNA　microarray　analysis．　Affymetrix
GeneCh p　MOE430A　 icroarrays　contain　22，600　probe
sets　repres ting　transcripts　and　variants　from　over
14，000　well－characterized　mouse　genes．　Table　2　shows
a　group　of　genes　that　are　expressed　more　than　two　times
higher　or　lower　in　certain　DC　subsets　than　in　others．
Five　hundr d genes　are　specifically　expressed　in　PDCs．
Genes　with　expression　levels　10　times　greater　in　PDCs
are　shown　in　Table　3．　PDC　expresses　several　genes，
including　B　cell　linker　（Blnk　in　Table　3），　and　terminal
deoxynucleotidyltransferase　（Dntt　in　Table　3）　or　preT
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Table　1Oligonucleotide　primers　and　size　of　their　RT－PCR　products
Common　name Primer　sequence　（5’一3’） size　（bp）
Ccr9
Blnk
IL7r
Dntt
Ptcra
Tlr7
Xcr　1
Tlr3
Cc15
Cc19
Cc122
Ccr7
Cx3cr1
Cx3cl　1
Tnfrsf5
IL12b
Tlr8
F
R
F
R
F
R
F
R
F
R
F
R
F
R
F
R
F
R
F
R
F
R
F
R
F
R
F
R
F
R
F
R
F
R
GAACTCACAAGCCTTATTCCTGGC
CAAGACAGCTGACTTTAGCTTGGC
TAACTGTCCCTGCCAGCCAGAAGC
CACTGTTTCGACCTGCGACAGTCC
AAGTAAAGCATGATGTGGCCTACC
ACATTCAGACTCGTTTTTGGCTTC
CCACATTGTGGCAGAGAACAACTC
CTCATCATTTAACACAGCTTTAGC
CTGCTTCTGGGCGTCAGGTGTCAG
GAGCAGAAGCAGTTTGAAGAGGAG
CGATGAATATGCACGGAGCTGCAG
CTCCATAGAACATCTAAATGGTTG
CTTCTATGTGAGAACAATGTCATC
GTAGACTGAGGCCAAGAACCCATG
GTCCCTATGGATTCTTCTGGTGTC
GCGAATAACTTGCCAATTGTCTGG
GAAGATCTCTGCAGCTGCCCTCAC
GAGTGGCATCCCCAAGCTGGCTAG
GAAGCCTTTTCATACTGCCCTCTC
CAGGCATCTGAGTTTTCAGATGAC
GTCCTTCTTGCTGTGGCAATTCAG
GGGAAGGCATCATAGGATCAGGGC
GGAAAAACGTGCTGGTGGTGGCTC
CCGCTGTAGAGCAGCTCCGGGATG
GTGAGTGACTGGCACTTCCTGCAG
CTCGGGGTAGTCACCCAGACACTC
CGCCTGGCCGCGTTCTTCCATTTG
CTTAGCCGTAAGCCCTGCATCCTG
GGTGTCTTTGCCTCGGCTGTGCGC
GTGATGACTGATTGGA6AAGAAGC
CACTCATGGCCATGTGGGAGCTGG
GAGACGCCATTCCACATGTCACTG
CAGACGATGATGAGTTTGATCCAC
CCAGGCGTATCAAATTCTGGAGAC
632
672
403
516
467
506
480
629
357
570
544
573
601
509
466
458
566
F，　forward　primer；　R，　reverse　primer．
cell　receptor　a．　（Ptcra　in　Table　3），　which　are　also
expressed　on　B　or　T　lymphocytes．
　There　are　584　and　304　genes　that　are　expressed　twice
as　greatly　in　the　CD24high　and　the　CDIlbhigh　DC，　respec－
tively　（Table　2）．　Table　4　shows　a　set　of　genes　which
are　expressed　5　times　more　in　the　CD24highDC．　Table
5　shows　a　set　of　genes　which　are　expressed　5　times　more
in　CDIlbh‘ghDC．
　Data　mining
　The　function　of　most　DC　subset－specific　genes　is　not
clear．　However，　some　are　critically　related　to　DC　func－
tlon．
　First，　TLRs　are　critical　for　DC　activation’2）．　The
PDC　expresses　TLR2，　TLR7　and　TLR9，　but　not　TLRI，
TLR3，　TLR4，　TLR5，　TLR6　or　TLR8．　This　is　consis一
tent　with　the　finding　that　the　PDC　can　respond　to
TLR7／9　agonists　exclusively　among　TLR　agonists．
The　PDC　fails　to　respond　to　TLR2　agonists，　although
TLR2　is　expressed　in　the　PDC．　This　is　probably
because　TLR2　functions　as　a　heterodimer　together　with
TLRI　or　TLR6i2）．　The　CD24h‘ghDC　expresses　TLRI，
TLR2， TLR3，　TLR4　and　TLR9，　but　not　TLR5，　TLR6，
TLR7　or　TLR8．
　One　noteworthy　feature　of　this　DC　subset　is　the
sele tive　expression　of　TLR3．　TLR3　is　known　to　be
involved　in　cross－priming　activityi3），　which　requires
phagocytosis，　a　characteristic　shared　by　splenic　CD8a’
DC，　closely　alli d　in　function　to　the　CD24h‘ghDC．　The
CD24highDC　can　produce　IL－12p40　in　response　to　TLRg
agonists，　but　not　to　TLR7　agonists，　a　fact　which　is
（3）
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FACS　profile　of　murine　BM　DC．　Flt3L　BM　DCs　at　day　7－8　were　analyzed　for　surface　expression　ofCDIlc，　B220，　CD24
and　CDllb．　CDllc＋cells　consist　of　B220＋and　B220－cells（a）．　CDIlc＋B220－cells　consist　of　two　major　subsets，
CD24highCDIlb’OW　and　CD24iOWCDIlbhigh　cells　（b）．　CDIIc’B220’　cells　show　distinct　patterns　of　CD24　and　CDIlb
expression　from　CDIlc＋B220－cells（c）．　The　expression　pattern　of　CD24　and　CDIIb　on　whole　CDIlc＋cells　is　also
shown　（d）．
Table　2Identification　of　genes　differentially　expressed　between
DC　subsets
Comparison Number　of　genes
　　　　PDC＞CD24丁目gh
　　　PDC　〉　CDIlbhigh
PDC　〉　CD24high，　CDllbhigh
PDC　〈　CD24high，　CDIlbhigh
　　　　CD24high＞PDC
　　CD24high＞CDlrbhigh
　CD24high　〉　PDC，　11bhigh
　CD24high　〈　PDC，　11bhigh
　　　CDIlbhigh　〉　PDC
　　CDllbhigh　〉　cD24high
CDIlbhigh　〉　pDC，　cD24high
CDllbhigh　〈　pDC，　cD24high
861
1215
500
637
1967
1245
584
187
1372
555
304
819
Genes　with　more　than　2．0－fold　differences　in　expression　were
identified　for　each　pair　of　DC　subsets，　and　the　numbers　of　genes
found　are　listed．
Please　note　that　some　genes　appear　two　or　more　times　in　the　list．
This　is　based　on　the　gene　chip，　which　sometimes　utilizes　several
kinds　of　probes　to　detect　one　gene．
consistent　with　the　expression　pattern　of　TLR7／9．　The
CD　I　l　bhighDC　expresses　TLRI，　TLR2，　TLR4，　TLR5　and
TLR6，　but　not　TLR3，　TLR7　or　TLR9．　TLR8　expres－
sion　in　the　CD　I　l　bhighDC　is　marginal．　lmportantly，　the
CDIlbhighDC　can　produce　IL－12p40　in　response　to　both
TLR7　and　TLR9　agonists．　Therefore，　low　expression
of　TLR7　on　the　CDIlbhighDC　is　enough　to　induce　a
response　to　TLR7　agonists．　Naik　et　al．　also　described
the　expression　pattern　of　TLR3，4，7and　9．　The　pattern
is　identical　to　our　analysis　except　that　TLR7　and　TLR9
gene　are　detected　in　CDIlbhigh　DC．
　 Cytokine　receptor　expression　pattern　varies　among　the
three　DC　subsets．　Of　note，　PDC　expresses　interleukine7
receptor　（117r in　Table　3）　much　more　abundantly　than
oth r　subse s．　IL－7　can　promote　proliferation　and
expression　of　lymphoid　lineage　cells．　However，　it
remains　unclear　how　or　whether　IL－7　affects　the　prolifer－
ation　or　activation　of　PDC．
　　With　r gard　to　chemokine　receptors，　CC－Chemokine
receptor　R9　（CCR9：　Ccr9　in　Table　3）　expression　in
（4）
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Table　3　Gene　expressed　at　＞10－fold　differences　in　PDC　subset　vs．　others
VoL　64　No．3
丁目nbank　IDCommon　namePDC　CD24high　cDllbhighGenbank　IDCommon　namePDC　CD24high　cDllbhigh
AF201285Tgfoli4 4236．6 210．3 280．3 NM　031380Fst13 176．7 1，1 15．2
JO2583 Cts1 3686，8 181．6 106．1 NM　oo8288HsdllbI 1705 7．7 9．8
NM　OI1125Pltp 3164．7 60フ 155．2 AVO66880Mgst2 154．6 10．8 4．3
NM　OIO742Ly6d 31392 64．5 13，6 BB547181 C76566 1522 1．4 1．4
AUO16382Tgfbli4 3130．4 150．5 186．7 BB667753 Ian6 147．0 O．7 O．4
BGO70246AUO151952845．9 55．9 13．0 NM　013488Cd4 145．4 2，1 3．1
AV152334Atplb1 2375．1 51．8 17．6 BCO11486Mist1 141．4 9．2 4．3
NM　oo9721Atplb1 2358．4 51，5 23．4 BB219290BB219290 137．1 12．5 5．9
NM　oo9943Cox6a2 2291，4 648 23．3 AV221401Ephb2 123．2 2．8 1．2
BCO27．3．　19 Atplb1 2286．8 65．3 ILI NM　oo9678Apim2 122．2 1．7 2．3
滋画き51ラ．． ?m tiz6e．6 ．誌面 露．． AKOI15222610024AOIRik　11422．1 1，5
AJ591480 Pltp 2225．3 872 52．2 AV221401Ephb2 108．8 8．2 1．5
A1639846Tcf4 1669．4 154．2 i38．8 NM　0531804932702GO4Rik　103．57．0 4．0
．穣掘◎o蠣3．． 二士．． 綜m． 嶺 ．幽． BCOt76271500031HO4Rik992 9．1 7．3
．．鋼。磯織1 瞬藤．． ．聯等 駕． ．書類． BCO21352Plod2 96，4 1．6 8．9
BCO27319丁目plb1 1417．9 61．7 12．9 AV295798Dusp9 92，5 4．3 2．5
BI731319 Pacsin1 1024．4 292 8．0 1垂：細ll．聯 ．温田． ’9il，3 鯵 ．鋤ゆ∵
?Ｘll’S73431 二二 繍マ ／；　a／rS．．／ ．．轡β み1憩4正75；． 難7
B39。1言．．
叩園 ．．．鯉
NM　OIoo94Leftb tO12．0 66．5 36．3 BCOO3835 83．0 3．1 1．2
NM　133995Upb　1 977．1 38．7 15．6 BCO269411810065EOsRik76，8 2．7 1．6
AKO17222Lair1 960．6 62．1 39．3 ．．産綱175．． 欝． ．7播．． |AIF316frt4“ntt ．8，53．3・ 13．）N・ 垂⑱ AW543698Cdh5 69．3 1．4 6．8
A￥biS’Ssig・9 ．癬 83如 2’　・i　2， 31，．・9i X52685 Prkca 66．2 12 2．0
BGO72100Chdh 828．3 2．5 1．7 BB770932ABO23957 65，5 3．3 O．8
．．mtt．；面蛉b　l ご融． 1廊；麟．． ．磁 BCO25502Arhgap24 61．6 O．6 2．9
AF287467Sla2 739．1 16．8 2．5 U34882 Cd8b 61．4 4．1 2．5
AF329487BB219290709．9 61．1 8．5 BF144658Tgfb2 59．9 1，7 1．2
NM　008479Lag3 698．8 31，0 38．8 AKoo4739D114 57．9 4．7 3．4
NM　oo9325Tbxa2r 586．1 12．8 22．5 AKO160232610020H15Rik56．4 O．8 O．9
BI652065 Ndst1 568．3 352 36．9 NM　080595Emid1 56，1 1．7 5．6
NM　020036Calm4 532．3 25．6 11．5 BB151715 Ets　1 50．9 O．6 3．4
1鱒即5鱒 ，prm ㌃澱昏． ＃i4．．．． 顛 NM　015796Fbxo　17 50．6 4．3 4．1
A．1448995 2810402A17Rik　521．131．0 1．5 AKoo4739D114 49．4 O，8 O．6
AUO16382TgfbIi4 500．9 40．9 41．0 BB210729 Mr　1 46．0 3．2 2．9
BI731319 Pacsin1 472．5 11．3 9．6 BBI51715 Ets　1 41．7 O．9 2，4
NM　oo7504Atp2ar 452．8 21．4 4．6 NM　023893Ng23 41．4 1．9 1，9
BCO26874A230035LOsRik　446．032．0 10．5 M17962 Klk9 40．2 1，2 2．0
BGO65289Ablim1 442．1 15．3 40．4 UO3425 Egfr 39．9 1．8 O．5
BM248471Itsn 409．7 26．9 4，1 NM　oo8741Nsg2 36．6 1．0 O．8
NM　oo7717Cmah 398．3 7．5 6，1 BM241485AI595338 36．2 1．7 O．4
NM　oo7642Cd28 3862 6．7 13．4 NM　1339836030411F23Rik34．2 1．1 1．7
NM　0214302900002H16Rik　380．613．8 1L6 NM　020268Klk27 33．2 O，6 O，7
BCOIO754Klk6 377．6 6．3 7．1 NM　oo7608Carsa 32．5 1，9 1．7
AKO15037Rpgrip1 377．0 24．2 16．8 BCOIO245Ankrd25 32．2 1．9 1．9
BF235516Ptprf 375．8 25．0 8．0 BCO272831190003K14Rik32．2 1．7 2．3
AV216324Ldh2 365．1 17．3 21．9 ：：脇覧印5磐．．． 鷺畷 3鱒 e：7 e．6
BCO21352Plod2 363．8 17，1 11．8 AKO160232610020H15Rik29．3 2．0 12
AV226060Hs3st1 362．4 16．7 7．0 NM　016780Itgb3 28．8 15 2．0
AF128210I112a 346．9 26．2 9．6 AV339210Stxla 28．3 1．4 1，4
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NM　012040Pnck 341．1 2．8 2．1 BCO16092Rpgrip1 28．2 O，5 Ll
BB364520 月目f4 324．0 25．8 26．9 L24495 Tnfi”sfア 27．7 O，9 1．7
NM　134248Havcr　1 319．8 6．8 19．4 AI449267 Mcpr　1 21．9 O，4 Ll
ABO61276Cmah 317．3 13．6 7．8 BB556127 19．8 O．4 1．8
BM246539Prkca 316．2 7．5 6．7 ABO53307Mpp4 17．7 O．5 O．4
BCOIO754Klk6 313．8 5．1 2．0 U31967 Sox2 16，2 1．r O．4
AV246615AWO612343r2．4 19．9 29．0 AKOO9153Fer　113 15，2 O．9 1．1
L31397 Dnm 293．4 13．0 11．8 NM　OIO392H2－DI 15．1 O．7 1．3
BCO　16891 Ceacam1 291．1 t9．8 20，3 BCO19131 1110067D22Rik14．7 O．9 O．2
AF132478Itsn 285．6 24．8 12．3 NM　007495Astn　1 14．4 O．5 1．2
BB256012Cd38 273．2 8．7 13．1 NM　013794Klra　1 13．6 O，5 O．3
NM　Ot5825Sh3bgr 266．0 32 9．6 BCO245802310016AOgRik12．1 O，6 O．7
AV313615Cd28 242．9 7．3 17．0 BB773386Hhip 11．4 O．6 Ll
NM　008492Ldh2 236．7 1L3 11．2 BBO85570BCO27127 10，5 O．5 O．6
BF235516Ptprf 234．8 15．7 13．8 AV367839Bicd　1 10．5 O．8 1．0
NM　oo9423Traf4 215．1 21．3 20．2 AV369255Tap　1 9．1 O．4 O．3
AV219418Ldh2 192．3 45 3．3 BB770528Rai2 7．7 O．6 O．2
NM　OI1838Lynx　1 187．8 7．8 O．9
Table　4　Gene　expressed　at　＞5－fold　differences　in　CD24high　subset　vs．　others
Genbank　IDCommon　namePDC　CD24high　cDllbhighGenbank　IDCommon　namePDC　CD24high　cDllbhigh
Bi　106821 Asah1 93．1　4122，9 256．3 BCO16533Dock5 2．7 107．6 17．9
BIIO6821 Asah1 150．4　3836．6 321．0 BCoo5440Ptger2 9，1 95．5 13．9
AF326558Ppt1 408．6　29832307．6 BM213516Spnb2 15．6 91．7 14．4
BB1285175430435G22Rik　124．42690．6 185．9 NM　oo8903Ppap2a 12．9 91．6 3．8
BCOO3436IlIOO12005Rik　170，42646．3 201．1 NM　oo8903Ppap2a 8．9 89．8 9．9
AF326558Ppt1 298，3　2393．0 184．7 NM　OI1799Cdc6 15．6 88，6 ］3．7
AI481797 1且205 247．8　2110．3218．0 AKOO25120610010012Rik6．4 84．8 13．5
AV2933145430435G22Rik91．2 1593．6 92．7 L27453 Pbx　1 10，3 78．0 O，8
NM　OI1539Tbxas　1 56．5 1523，9 297．7 AW121498Nos3 12，9 65．6 11．3
BCO28528L259 244．2 1370，2 245．8 NM　031158Ank1 4，4 61．1 8．1
BFO19883Idb2 137．6 13548 240．5 AKO186859130422GOsRik9．3 54．4 9．6
NM　0283752900027GO3Rik62，5 1162．5 19．2 AF342896Klrbld O．4 52．8 4．3
NM　OI188937136 150．0　1049．2 173，6 AV　147281 7．7 47．1 O．8
NM⑪H79自： x戯 1：：囎　 ．1・6垂．4、7． 1．藷 BBO30565Zfp282 32 44，2 8．6
N．嫉di垂．26：1．6爵 鶯r3． 、代る 952．8i ．2eigi AKoo78561810054DO7Rik2．4 41．1 1．6
NM　026405Rab32 31．6 870，0 168．6 AFO45766Gpr33 2，5 38．9 10
NM　oo8099Gcet 15．5 660．0 4．5 BB224034Plcb4 6，8 38．8 1，1
BGO64656Ctla2b 2，0 567．6 11，7 AKO　11772 Ublela 4．8 36．0 6．7
NM　133796720463EO2Rik97．8 553．5 56．2 AKoo4853Dkk3 3．4 31，1 5．4
NM　OI1361Sgk 18．9 517．1 64．6 AWO47140Egf18 3，3 28．5 5，1
BB660702 Sdad1 46．1 516．7 57．2 NM　oo8599Cxc19 3，6 26．5 O．5
NM　007796Ctla2b O．8 465．7 13．4 BB277461 Slcla4 2．2 25．8 3．5
BM230269Timeless 60．4 453．3 85．3 AFO91101Dutp 3．2 25．3 1．9
NM　053014Agpat3 28．9 442．7 172 NM　OI3590Lyzs 1．3 24．6 1．2
BCO22165Dapk2 16．9 392．4 12．0 BGO68387Cenpe 3．7 23．6 2．2
AV333851Ppib 19．7 360，7 19．1 ABO　17136 Homer2 1．7 22，1 1．6
AI481797 Ifi205 71．4 360．6 41．6 BCO24726C230094A16RikO．5 192 3．2
AKOO2700Sultla1 24，1 358．6 24．0 BCoo6780Krt2－5 1．5 18．8 2．5
AV282151AI987662 O．5 351．5 70，1 BB783769 Birc4 1．1 18．3 3．1
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NM　008486Anpep 138 334．6 66．4 NM　023844JamL7 3．6 18．2 O，5
AKO13239Idb2 28．3 324．6 49．5 BCoo6732Cyb561 L1 17．1 2．7
BB208212 Pi4k2a 48，7 318，8 60．3 BG　141806 Rp127a O．7 16．0 O．8
AF187147Dbn1 34．0 311．9 34．4 BI6883S5 Cttn 2．2 15．3 19
BB827235 Kifl　1 4L1 275．7 46．6 BGO70206Rps20 1．4 14，4 1．7
BB　150720 Qpct 3．7 275．3 27．1 AF458900Cacng5 1．6 14．3 1．6
NM　oogIO4Rrm2 33．1 250．6 40．8 NM　OIO815Mona L1 13．9 O．9
NM　009344Phlda1 24．9 240．4 23．3 AV301702Ptk2 O．3 13．6 ID
BB534670Cd36 9，4 222．8 35．0 NM　026161Clqtnf4 L1 135 1，4
ABO21291Sema4f 30 188．1 6．2 AV1275812700049H19RikO．5 13．4 O．8
BB811478Npm3 35．4 178．6 35．3 A1592102 O．3 12．7 O．7
AWIO8522Gatm 24．9 173，9 22．2 AA407778AA407778 2．4 12，1 O．4
NM　oo8591Met 2．6 157．2 10．8 M16810 H2－T3 1．0 10．9 1．0
ABO64321Dbn1 4．7 151．9 23．3 AUO184481810010L20RikO．9 10．6 1．4
NM　008021FoxmI 16．1 136．4 25．0 NM　021324Ttyh　1 1．0 8．3 1．0
N…M　垂26．1：6蔭 噴r3 臓曾 g．os．3 ，5．6 NM　028602TexI9 1．0 8．0 1．4
Table　5　Gene　expressed　at　＞5－fold　differences　in　CDIlbhigh　subset　vs．　others
Genbank　IDCommon　namePDC　CD24high　CDIIbhrghGenbank　IDCommon　name　PDC　CD24high　CDIIbhigh
NM　0230561810009MOIRik　574．7293．4 3638．7 BCOI1325Npn3 9．3 8．5 110．8
NM一　ei－3653・’ （　¢IS 66．9 匪．．華．5．5． 2gS7．7 NM　020574Kcne3 6．5 16．8 980
AF’128．　II．96i ．Cc韮タ 2S．7’ ．illlア・6 2麟4、1… NM　oo7574Clqg 10．7 18．0 91．7
NM　OIO796Mgl　1 326．5 70．8 2226．0 AF240358ClecsflO L1 8．7 88．3
AI323359 Csflr 184．5 308．7 1933．9 AFI28i214’韮1加工． O，i璽 職4 85：4’
BCOIO8310610011104Rik198．4 168．8 18729 BF5809622610528A11RikO．6 10．5 80．8
BCOO6623Clecsf6 95．2 155．5 1567，6 BB550124Tgm2 O．6 7．1 79．2
NM－0102．15114iI 91．1 41．3 t259．4 AW321975Tgm2 7．9 5．1 73．9
NM　007984Fscn　1 36．9 81．7 119L6 BB　183341 Slc4a8 9．4 10．5 73．0
BB2Q438e¢af7’ S12．7 3・3．g ，lt・tw．9i BCOI6551Msr2 7．5 6．4 71．6
L16462 Bc12aIa 59．4 177．3 1140．1 NM　133836I115ra 3．4 13．3 71．0
UO5264 Gp49b 48．8 94．5 1037．5 BCO26642AWO497658．9 13．7 69．9
・BCe　126＄ig ・（S¢122 3，4 5湾y2． 鱒葺，？． AKoo5158Pla297 O．8 3．8 65，2
AKoo7630Cdknla 77．8 171．0 972，0 NM　oo7609Casp4 6．3 2．5 59．2
NM　oo7984Fscn　1 8．0 43．8 939．4 BB543646 且tgb5 2．6 8，3 57．1
．A．F．達28輩96． ¢cE9 Qき．2． Spt；2 i“e7，．2 AI838132 Adam23 9．0 2．9 56．9
AI323359 Csflr 53．7 116．8 834．9 AVO75715Clu 8，7 3．0 56．3
NM　009046Relb 90．2 94．3 707．9 NM　oo8521Ltc4s 2，3 7．7 55．9
AKoo4947Csflr 60．3 87．7 643．9 BCO214331200002N14Rik2．1 100 55，3
BCoo60490610011104Rik78．6 42．8 601．0 BCoo3735Akap2 5．3 5．0 55．1
AW702161Anxa3 11．7 29．2 584．5 AF35t196Dscaml　1 6．5 2，2 51．3
BCO21876Fllr 38．1 350 577．1 NM　018790Arc 3．8 2．5 50．0
NM　oo7581Cacnb3 65．6 30．8 567．3 BF786072Papss2 5．7 8．7 47．7
U66888 Emr　1 21，9 42．5 5292 NM　030565BCoo4044 8，6 3．3 45．0
BCoo3305Lp1 18．6 41．4 448．2 NM　OIO580Itgb5 1．4 1．3 41，1
NM　020008Clecsf12 22．1 56．4 395．9 AFe・IOS86 Cx3c正1 3，2 7ぷ ．3．鱒
BCO248725830458K16Rik24．8 31．5 392，2 M12573 Hspalb 5．8 5，8 39．4
箪α）韮2あ5：3 Cx3¢r1 45．　v8 お．1 ’389v6’ NM　019417Pdlim4 2．7 2．3 37．6
NM　oo7984Fscn　1 6」 14．5 376．3 LO9600 Nfe2 5．2 12 35．7
BGO64103Traf1 25．8 44．8 373．0 AF329269Siglec11 L1 1．1 35．6
NM　OI1999Clecsf6 39．0 6L1 362，4 BCO11325Npn3 2．7 2．5 34．9
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NM　OIO260Gbp2 t2．7 46，2 349．2 U25633 Emp1 2．6 1，0 33．8
AIS854gZ Tnfrsff 22，．8 42，，7 323．1 NM　OIO819Clecsre 19 1．9 33，8
NM　020001ClecsflO 10．5 25，6 323．0 NM　031254Trem2 1．4 2．3 31，1
鯛嫉0鐘：翻濠 蜜趣貰 欝，9 鰺．7 G2QI BCO24105Aqp9 1．9 2．1 30．7
BCO　19135 Mmp　12 19．0 20，1 317．0 AI255256 Myolb O．9 O．5 30，2
NM　007706Socs2 IO．O 10．2 3139 NM　013492Clu 1．6 2．7 28．1
NM　019511Ramp3 18，5 23．9 313．8 ABO46929Chst7 2．9 O，4 26．8
AA500897Ax1 15．9 50．0 303．2 NM　052823Fxyd2 22 2，0 25．8
NM　007984Fscn　1 1．0 4．8 280．7 BBII1335Clqb 1．3 2．2 24，4
AW494220Mg12 15．6 15，9 262．5 L38926 Mad 2．6 2．3 23．6
AV2912504933428103RikO．5 36，0 243．2 NM　052823Fxyd2 2．1 3．1 23，1
AF143181Fcgrr 26．2 26．1 207．9 NM　008607Mmp13 4．0 2．5 22．6
AKO17272Lp1 14．0 24，8 196A AV152288Clu 1．9 2．1 22，3
AF306665Ear2 7．9 21，1 183．2 NM　013825Ly75 4．3 2．8 22，0
BE197524Gbp2 11．4 14，7 177．0 BE686667AA407151 1．6 1．4 2r，8
BF7808071810018P12Rik9．3 11，3 164．4 BCO28507Tnfrsf9 1，0 O．9 2Ll
NM　OIO188Fcgr3 7．9 22．2 160．3 LO4274 Msr　1 2，3 1．3 20．9
NM　OIO501Ifit3 13．9 27．4 158．5 NM　oo8795Pctk3 1，2 2．0 20．8
NM　026835Ms4a6d 2．2 122 157．1 NM　013509Eno2 O，9 2．5 19．5
NM　OIO580Itgb5 10．4 18．7 153．7 BCO230939930023KOsRik1，2 1．8 18．8
D13695 Illrl1 1．5 7．9 144．3 C77379 D6Ertd　l　Oge L1 2．7 18．8
BCO16492Tgm2 7．8 12．8 1432 ’NM　li　32　1．’2． 丁半』 a；・g” ，z．o・ ｛．雛．』
NM　133664Lad　1 1，4 7．4 142．2 BB756793 Lgi4 1．4 1．3 15．9
A，F’128214 斑2め 7，0・ 23．7 141．9 NM　017370Hp 1．5 2．6 15．8
NM　oo8625Mrc　1 4，8 正1．0 138，4 NM　019820Cbln3 1．0 2．7 14．1
NM　007706D130043NO8Rik　O．81．0 133．5 ABO26810Syt6 1．6 2．3 13．1
ABO67535Oas2 23，3 21．8 124，9 NM　007423Afp 1．3 O．4 11．5
NM　007405Adcy6 7，8 5．9 118，9 AA183642Msr　1 1．6 1．6 11．3
NM　019453Mefv 14，8 20．7 116．1 NM　053234Vlrc4 1．2 r．2 10．8
BCO26642AWO4976515．6 8，6 112．1 BCO27793Scfd　1 O．7 1．4 9．6
Numerical　values　in　table　2－4　represent　signal　intensity．　Genes　which　are　discussed　in　the　text　are　indicated　by　cross－hatches．　Blanks
in　the　common　name　column　indicate　that　there　is　no　common　name　for　the　genes　in　question．
PDC　is　most　prominent．　CCRg　is　reportedly　expressed
on　T　lineage　cells　and　binds　to　thymus－expressed　chemo－
kine　（TECK）　as　its　ligand．　CCR9　is　involved　in　T
cell　development　to　some　extenti‘），　but　there　are　no
studies　on　the　function　of　CCR9　on　PDC．　CXC－
Chemokine　receptor　R3　（CXCR3）　expression　is　report－
edly　abundant　in　PDCsi’）．　Although　CXCR3　is　not
listed　in　Table　3，　its　expression　is　known　to　be　about　9
times　higher　in　the　PDC　and　CD24highDC　than　in　the
CDIIbhighDC　（PDC：　1204．2，　CD24hjghDC：　1246．5，
CD　I　lbhighDC：　135．7）．
　　XC　chemokine　receptor－1　（XCRI：　Xcrl　in　Table　4）
is　abundantly　expressed　in　the　CD24h‘ghDC．　XCRI
serves　as　a　receptor　for　a　single　C　motif　chemokine，
lymphotactin，　and　is　expressed　on　neutrophils，　T　and
NK　cellsi5）i6）．
　　The　CD　I　IbhighDC　shows　abundant　expression　of
CCR7　（Ccr7　in　Table　5）　and　CX3C　chemokine　rece－
ptor　1　（CX3CRI：　Cx3crl　in　Table　5）．　CCR7　recog一
nizes　EBI－ligand　chemokine　（ELC）　and　secondary
lymphoid－tissue　chemokine　（SLC）i7）．　CCR7　expres－
sion　increases　along　with　DC　maturation　and　is　induced
by　various　TLR　signals．　Unlike　other　DCs，　the
CDIIbh‘ghD 　constitutively　expresses　CCR7　without
stimuli．　CX3CRI　functions　as　a　receptor　for　a
membrane－bou d　chemokine，　CX3CLI，　also　called
fractalkin ．i8）　The　CD　I　I　bh‘ghDC　is　also　characterized
by　its　high expression　of　several　chemokines，　including
CX3 －Chemokine　Ligandl（CX3CLI），　CC－
Chemokine　Ligand（CCL）5　（CCL5：RANTES），
CCL6，　CCL9　and　CCL22　（Cc15，　Cc16，　Cc19　and　Cc122
in　Table　5）．　Furthermore，　the　CD　I　IbhighDC　shows　a
high　expression　of　cytokines　such　as　IL－12p40　（IL　12b　in
Table　5）　and　IL－lbeta　（PDC：　39．1，　CD24highDC：　77，
CD　I　I　bhighDC：377）．　Naik　et　al．　also　described　the
diff rential　gene　expression　pattern　of　chemokine　rece－
ptors　such　as　CCR9，　CXCR3，　CX3CRI．　The　only
inconsistency　is　on　the　CXCR3　expression　level．
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Fig．2　RT－PCR　analysis　for　some　genes　expression　of　which　is　subset－specific．
CXCR3　expression　is　lower　in　CD24h‘gh　DC　than　in
PDC　according　to　their　analysis，　while　expression　levels
in　both　subsets　are　comparable　in　our　analysis．
　　The　DC　activates　the　T　cell　through　co－stimulatory
molecules　such　as　CD40．　CD40　（tumor　necrosis　factor
receptor　super　familily5：　tnfrsf5　in　Table　5）　is　abun－
dantly　expressed　in　the　CD　I　l　bhighDC．　CD86　is　abun－
dantly　expressed　in　the　CD24high　DC　and　CD　l　l　bhighDC
（PDC：36．8，　CD24highDC：447．9，　cDllbhighDc：
232．7）．　Of　note，　the　expression　of　CD40　and　CD86　is
low　in　the　PDC，　which　is　consistent　with　the　weak
ability　of　PDC　to　activate　T　cell　proliferation．
　　RT－PCR
　　We　have　further　examined　expression　levels　of　most　of
the　genes　discussed　above　in　DC　subsets　with　RT－PCR
（Fig．2）．　The　expression　pattern　was　consistent　with　the
results　of　Table　3－5．
Conclusion
　　Through　DNA　micro　array　analysis，　we　ascertained
the　gene　expression　profiles　of　murine　DC　subsets．
Some　of　them　are　already　characterized　as　subset－specific
genes　and　known　for　their　function　in　DCii）．　However，
most　of　the　genes　listed　in　Table　3－5　have　not　been
reported　so　far　and　they　also　include　genes　whose　func－
tions　in　DC　remain　unclear．　This　gene　list　should　be
quite　valuable　in　future　studies　not　only　of　murine，　but
also　of　human，　DC　biology．
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マウス樹状細胞における遺伝子発現の解析
斎　：藤　万寿吉1）2）
田　中　貴　志2）
2）独立行政法人理化学研究所
　星野克明2）　杉山孝弘2）
　坪井良治1）　改正恒康2）
1）東京医科大学病院皮膚科学講座
免疫・アレルギー科学総合研究センター　生体防御研究チーム
【要旨】　樹状細胞は自然免疫、獲得免疫の連関に必須の抗原提示細胞である。種々の微生物感染、あるいはアレルゲンの
感作時に形成される生体の免疫応答様式は、この樹状細胞の活性化により決定される。樹状細胞は種々のサブセットから
構成されており、樹状細胞の活性化様式は、樹状細胞の受ける刺激ばかりでなく、サブセットにも大きく依存することが
明らかになっている。マウス骨髄細胞をFlt3L存在下で培養することにより得られる樹状細胞（Flt3L　BM　DC）は、脾臓
由来の樹状細胞にほぼ対応したサブセットを含んでいることが明らかになっている。本研究では、このFlt3L　BM　DCの
3つのサブセットをFACSソーティングを用いて分別し、サブセット特異的に発現する遺伝子群を解析した。すでに報告
されている遺伝子群に加えて、重要と思われる遺伝子群をいくつか同定することができた。
〈キーワード〉　樹状細胞、マイクロアレイ、遺伝子発現
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